
书书书

论著 文章编号：１０００５４０４（２０１３）０３０２２００３

Ｏｓｔｅｒｉｘ在调控脊柱发育中的作用
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　　［摘要］　目的　观察核转录因子Ｏｓｔｅｒｉｘ在脊柱发育中的作用。方法 　 采用ＬｏｘＰ／Ｃｒｅ系统，以２．３ｋｂⅠ型胶原蛋
白为启动子，在小鼠成骨细胞和骨细胞中特异性敲除 Ｏｓｔｅｒｉｘ，观察 Ｏｓｔｅｒｉｘ敲除小鼠大体情况，采用 Ｘ线摄片、ＨＥ染色和
Ｎｉｓｓｌ染色观察其对小鼠脊柱发育的影响。结果 　 Ｏｓｔｅｒｉｘ敲除小鼠后肢瘫痪，行走时前肢运动正常，拖动后肢爬行，
Ｏｓｔｅｒｉｘ的敲除效率约为７５％；Ｘ线片结果显示，Ｏｓｔｅｒｉｘ敲除小鼠形体变小，胸腰段脊柱出现楔形椎体、严重的脊柱侧弯和
椎管狭窄等畸形；ＨＥ染色结果显示胸腰段脊椎结构发育严重异常；Ｎｉｓｓｌ染色结果显示，受累节段脊髓神经元结构严重受
损。结论 　 Ｏｓｔｅｒｉｘ在脊柱发育中起到重要作用，敲除后可导致脊柱侧弯等畸形。
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　　Ｏｓｔｅｒｉｘ是新近发现的一种核转录因子，在骨发育、
生长过程中起重要作用。研究发现，胚胎期敲除

Ｏｓｔｅｒｉｘ导致小鼠完全没有骨性成分形成，出生后敲除
Ｏｓｔｅｒｉｘ后小鼠的成骨细胞成熟和向骨细胞分化严重受
阻［１－３］，提示Ｏｓｔｅｒｉｘ无论在胚胎期还是出生后的骨发
育和骨成熟中都起重要作用。脊椎的发育和生长是软

骨化骨的过程，因而我们推测Ｏｓｔｅｒｉｘ在脊柱发育可能

会起重要作用。本研究采用 ＬｏｘＰ／Ｃｒｅ系统敲除小鼠
Ｏｓｔｅｒｉｘ，然后采用Ｘ线摄片、ＨＥ染色和Ｎｉｓｓｌ染色观察
Ｏｓｔｅｒｉｘ在脊柱发育中的作用，旨在观察脊柱发育的关
键调控因素，并初步探讨脊柱侧弯等畸形的发生、发展

机制。

１　材料与方法

１．１　实验动物和基因型鉴定
　　ＯｓｔｅｒｉｘＬｏｘＰ＋／＋小鼠、２．３ｋｂＣｏｌｌａｇｅｎⅠ Ｃｒｅ小鼠和野
生型小鼠由美国德克萨斯州卫生科学中心 Ｂａｙｌｏｒ医学院的
ＪｅｒｒｙＦｅｎｇ教授馈赠。常规方法敲除 Ｏｓｔｅｒｉｘ时，多数小鼠死于
胚胎期［１－３］。因而我们采用成年雄性 ＯｓｔｅｒｉｘＬｏｘＰ＋／＋小鼠
（体质量约４０ｇ）和成年雌性２．３ｋｂＣｏｌｌａｇｅｎⅠ Ｃｒｅ小鼠（体质
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Ａ：６周野生型小鼠（左）和Ｏｓｔｅｒｉｘ敲除小鼠（右）；Ｂ：１２周野生型小鼠（左）和 Ｏｓｔｅｒｉｘ敲除小鼠（右）；Ｃ：６周野生型小鼠（左）和
Ｏｓｔｅｒｉｘ敲除小鼠（右）脊柱

图１　野生型小鼠和Ｏｓｔｅｒｉｘ敲除小鼠整体和脊柱发育Ｘ线片表现

量约４０ｇ）杂交以获得 ＯｓｔｅｒｉｘＬｏｘＰ＋／＋；２．３ｋｂＣｏｌｌａｇｅｎⅠ
Ｃｒｅ小鼠进而敲除Ｏｓｔｅｒｉｘ。常规ＰＣＲ进行基因型鉴定，简述如
下：取新生９ｄ小鼠适量尾巴，常规方法提取基因组ＤＮＡ，然后
取１μｇＤＮＡ采用常规ＰＣＲ进行基因型鉴定。鉴定 ＯｓｔｅｒｉｘＬｏｘ
Ｐ＋／＋使用的引物为上游：５′ＣＴＴＧＧＧＡＡＣＡＣＴＧＡＡＧＣＴＧＴ３′，
下游：５′ＣＴＧＴＣＴＴＣＡＣＣＴＣＡＡＴＴＣＴＡＴＴ３′，引物长度３９０ｂｐ；鉴
定Ｃｒｅ使用的引物为上游：５′ＣＣＣＧＣＡＧＡＡＣＣＴＧＡＡＧＡＴＧ３′，
下游：５′ＧＡＣＣＣＧＧＣＡＡＡＡＣＡＧＧＴＡＧ３′，引物长度３００ｂｐ。

１．２　检测指标
１．２．１　Ｘ线摄片检查　　出生后６周和１２周时，戊巴比妥钠
充分麻醉Ｏｓｔｅｒｉｘ敲除小鼠和野生型小鼠各４只，拍摄小鼠整体
Ｘ线片。然后过量麻醉致死小鼠，取整段脊柱，取约１００ｍｇ椎
体组织用于提取ＲＮＡ，其他剩余组织用４％多聚甲醛４℃过夜
固定，次日仔细去除脊柱周围软组织，拍摄脊柱Ｘ线片。
１．２．２　组织学处理　　上述标本１０％ ＥＤＴＡ脱钙后，取畸形
处胸１２至腰１脊椎制备石蜡切片。矢状面和冠状面５μｍ切
片和１０μｍ切片，常规脱蜡和梯度酒精水化切片备用。
１．２．３　ＨＥ染色　　５μｍ组织切片常规进行 ＨＥ染色。方法
简述如下：取１．２．２中准备好的切片用苏木精液染色５ｍｉｎ，自
来水冲洗１～３ｓ后１％盐酸乙醇分色１～３ｓ。蒸馏水漂洗１～
２ｓ后０．５％伊红液染色１ｍｉｎ，蒸馏水漂洗１～２ｓ后梯度酒精
脱水、二甲苯透明后中性树胶封固切片。

１．２．４　Ｎｉｓｓｌ染色　　１０μｍ横截面组织切片进行Ｎｉｓｓｌ染色，
方法简述如下：取 １．２．２中准备好的切片用 １％焦油紫染色
１０ｍｉｎ后蒸馏水冲洗，７０％乙醇、９５％乙醇和 １００％乙醇各
１ｍｉｎ梯度脱水后置于１００％氯仿５ｓ，１％盐酸乙醇分色１～３ｓ
后梯度酒精脱水、二甲苯透明后中性树胶封固切片。

２　结果

２．１　Ｏｓｔｅｒｉｘ敲除导致严重的脊柱发育畸形
　　新生Ｏｓｔｅｒｉｘ敲除小鼠死亡率约为 ９％，绝大部分小鼠存
活。Ｏｓｔｅｒｉｘ敲除小鼠后肢瘫痪，行走时前肢运动正常，拖动后
肢爬行，Ｏｓｔｅｒｉｘ的敲除效率约为７５％。Ｘ线片显示出生后６周
和１２周，Ｏｓｔｅｒｉｘ敲除小鼠形体较野生型小鼠小，长骨明显短于

野生型小鼠，肋骨和胸廓发育不良（图１）。胸腰段脊柱出现楔
形椎体，椎体旋转形成侧弯畸形，以胸腰段为主，发生率为

１００％。测量结果显示，６周和１２周小鼠脊柱侧弯的Ｋｏｂｂ角分
别约为５５°和６０°，轻度进展。ＨＥ染色结果显示，６周野生型小
鼠椎体发育过程中，生长板结构正常，静止层、增生层、肥大层

小排列良好，而在Ｏｓｔｅｒｉｘ敲除小鼠中，生长板和椎体结构完全
紊乱，基本无正常结构形成（图２）。
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图２　６周野生型小鼠（Ａ）和Ｏｓｔｅｒｉｘ敲除小鼠（Ｂ）脊椎
ＨＥ染色观察　（×１００）

２．２　Ｏｓｔｅｒｉｘ敲除形成严重的椎管狭窄和脊髓损伤
　　横截面ＨＥ染色结果显示，Ｏｓｔｅｒｉｘ敲除小鼠的椎管发育受到
严重影响，出现严重的椎管畸形，脊髓受压变形（图３Ａ、Ｂ）。Ｎｉｓｓｌ
染色显示受压脊髓中神经元形体变形，Ｎｉｓｓｌ小体溶解（图３Ｃ、Ｄ）。
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Ａ：６周野生型小鼠脊椎横截面 ＨＥ染色（×４０）；Ｂ：６周 Ｏｓｔｅｒｉｘ敲

除小鼠脊椎横截面ＨＥ染色（×４０）；Ｃ：６周野生型小鼠脊髓横截面

Ｎｉｓｓｌ染色（×１００）；Ｄ：６周Ｏｓｔｅｒｉｘ敲除小鼠脊髓横截面Ｎｉｓｓｌ染色

（×１００）

图３　野生型小鼠和Ｏｓｔｅｒｉｘ敲除小鼠脊椎及脊髓横截面ＨＥ、

Ｎｉｓｓｌ染色观察

３　讨论

　　先天性脊柱侧弯和特发性脊柱侧弯等脊柱畸形在
青少年中发病率较高，受累患者出现严重的外观畸形，

严重者出现神经损伤的症状，给家庭和社会带来严重

的精神和经济负担。但目前其致病机制尚不清楚，给

其早期诊断和早期防治带来一定的困难。一般认为，

其发病是多因素的，遗传、基因、环境、神经、肌肉和后

天姿势等被认为在脊柱侧弯的发病机制中起到一定作

用［４－６］。新近临床观察发现，双胞胎同时发生脊柱侧

弯的概率约为７５％，提示基因因素在先天性脊柱侧弯
和特发性脊柱侧弯的发病中起到一定作用［７－８］。研究

认为，在脊柱的发育过程中，骨形态发生蛋白、碱性成

纤维因子、Ｈｅｄｇｅｈｏｇ和Ｎｏｔｈｃｈ等信号通路起着重要作
用［９］。但目前尚少见证据表明这些信号通路的障碍

可直接导致脊柱侧弯的发生。

　　Ｏｓｔｅｒｉｘ是新近发现的一种核转录因子，被证实在
骨发育中起关键的作用［１－３］。本研究中，我们以

２．３ｋｂⅠ型胶原蛋白为启动子实现对 Ｏｓｔｅｒｉｘ的时间
和位置特异性敲除，即从胚胎１４．５ｄ在成骨细胞和骨
细胞中特异性地敲除Ｏｓｔｅｒｉｘ。Ｘ线片和组织学检测显
示Ｏｓｔｅｒｉｘ敲除导致的脊柱发育受阻，椎体高度明显小
于野生型小鼠。同时，Ｏｓｔｅｒｉｘ敲除小鼠出现脊柱侧弯
畸形。提示单纯从成骨细胞和骨细胞中敲除 Ｏｓｔｅｒｉｘ

便可形成脊柱侧弯畸形。目前研究脊柱侧弯的动物模

型多涉及手术造成脊柱肌力不平衡形成脊柱侧

弯［１０－１２］。而本研究发现敲除 Ｏｓｔｅｒｉｘ便可形成脊柱侧
弯，其好发部位在胸腰段，与人类脊柱侧弯的好发部位

一致，因而可作为研究脊柱侧弯１个良好的动物模型。
　　综上所述，本研究表明Ｏｓｔｅｒｉｘ在脊柱发育中起到
重要作用，Ｏｓｔｅｒｉｘ敲除后可导致严重的脊柱畸形，并可
能导致严重的脊髓损伤，但Ｏｓｔｅｒｉｘ敲除导致上述畸形
的发生机制和参与的信号通路尚不清楚。我们将进一

步对这些问题进行深入研究。
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